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VIRUS RECOMBINANTS CODANT POUR UNE ACTIVITE GLUTAMATE DECARBOXYLASE (GAD) 

La presente invention concerne des vecteurs recombinants d'origine virale, leur 
preparation et leur utilisation, notamment pour le traitement et/ou la prevention des 
5 maladies neurodegeneratives. Plus particulierement, elle concerne des virus 
recombinants comportant une sequence d'ADN cod ant pour une proterne ay ant une 
activite glutamate decarboxylase (GAD), ^invention concerne egalement la 
preparation de ces vecteurs, les compositions pharmaceutiques les contenant et leur 
utilisation therapeutique, notamment en therapie genique. 

10 Les voies gabaergiques representent le principal ensemble inhibiteur du 

systeme nerveux des vertebres. L alteration de 1'activite des neurones GABAergiques 
se manifeste immediatement au niveau de Torganisme tout en tier par des dyskinesies 
ou des convulsions. De plus, le role de l'acide gamma-amino-butyrique (GABA) 
cerebral ne se limite pas a la neurotransmission. Une action neurotrophique durant le 

15 developpement lui a en effet ete attribute, en particulier dans la neuroretine. Par 
ailleurs, le GABA est egalement present dans les cellules B des ilots de Langerhans, ou 
il semble jouer un role sur la regulation de la production d'insuline. 

La possibility de restaurer ou d'instaurer de novo, une syn these GABA dans 
line region precise de 1'organisme, presente done un interet therapeutique important, 

20 aussi bien pour des affections directement liees a la degenerescence de neurones 
GABAergiques que pour celles qui repondent aux agonistes GABA. La presente 
invention apporte une solution particulierement avantageuse a ce probleme. La 
presente invention decrit en effet la mise au point de vecteurs, d'origine virale, 
utilisables en therapie genique, capables d'exprimer in vivo de maniere localisee et 

25 efficace une activite glutamate decarboxylase. La presente invention decrit ainsi une 
approche nouvelle pour traiter les affections liees a une deficience en GABA, 
consistant a induire la synthese in vivo de GABA par liberation ciblee d'un enzyme 
biologiquement actif. 

L'activite glutamate decarboxylase (GAD) est un enzyme qui catalyse, de 

30 maniere assez specifique, la transformation du glutamate en acide gamma-amino- 
butyrique (GABA) a l'aide d'un cofacteur, le phosphate de pyridoxal (vitamine B6). A 
l'etat natif, cet enzyme se presente sous forme d'un dimere de 120 kilodaltons. Apres 
reduction des ponts disulfures, l'examen par electroimmunoanalyse (Western blot) 
specifique revele deux bandes a 65 et 67 kilodalton. D a ete recemment demontr6 que 

35 ces deux monomeres correspondent a deux proteines differentes codees par des genes 
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distinct s (Erlander et al., Neuron 7 (1991) 91). Les deux molecules, desormais 
appelees GAD 67 et GAD 65, se distinguent d'un point de vue enzymatique, la forme 
courte presentant une affinite plus reduite pour le phosphate de pyridoxal, et par leur 
localisation subcellulaire, la forme courte etant mieux representee dans les 
5 prolongements neuronaux alors que la forme longue s'accumule au niveau du 
perikarya. La forme longue, de par sa dependance plus reduite vis-a-vis de la 
concentration en phosphate de pyridoxal, est done la plus a meme de s'exprimer dans 
differents types cellulaires. La GAD 65, en revanche, presente la particularity de 
s'inactiver rapidement en 1'absence de phosphate de pyridoxal en se transformant en 
10 apoenzyme, denuee d'activite catalytique. La transformation inverse, d'apoenzyme en 
holoenzyme active, est relativement lente. 

En outre, Texpression des GAD 67 et 65 n'est pas restreinte au tissu nerveux. 
Les deux GAD se rencontrent egalement dans les cellules p des llots de Langerhans du 
pancreas. Des autoanticorps anti-GAD ont ainsi ete detectes chez des patients atteints 
d'une maladie neurologique tres rare, le Stiff-man syndrome, caracterisee par une 
hypertonic musculaire et accompagnee d'une degenerescence de certains neurones 
GABAergiques. Une proportion non negligeable de ces malades (20 %) developpe en 
outre un diabete de type I. De meme, la GAD 67 est egalement relativement abondante 
dans le manchon du flagelle des spermatozoides ou tout laisse a penser qu'elle joue un 
role important dans le catabolisme oxydatif. 

La presente invention reside dans la decouverte qu'il est possible de produire 
in vivo une activite enzymatique capable a son tour de favoriser ou d'induire la 
synthese d ! un neurotransmetteur, le GABA. La presente invention reside egalement 
dans la mise au point de vecteurs permettant la liberation efficace, localisee et durable 
25 d'un enzyme actif in vivo sur la synthese de GABA. La presente invention offre ainsi 
une nouvelle approche de therapie genique paniculierement avantageuse pour le 
traitement et/ou la prevention des pathologies neurodegeneratives. 

La demanderesse s'est interessee plus particulierement a l'utilisation de 
vecteurs d'origine virale pour le transfert in vivo, notamment dans le systeme nerveux, 
30 d'une activite glutamate decarboxylase. De maniere particulierement avantageuse, la 
demanderesse a maintenant montre qu'il est possible de construire des virus 
recombinants contenant une sequence d'ADN codant pour la GAD, d'administrer ces 
virus recombinants in vivo, et que cette administration permet une expression stable, 
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locaiisee et efficace d'une GAD biologiquement active in vivo, en particulier dans le 
systeme nen/eux, et sans eflfet cytopathologique. La presente invention decoule plus 
particulierement de la mise en evidence de proprietes particulierement avantageuses de 
certains vims pour I'expression d'une activite GAD, et de la construction de vecteurs 
5 viraux (virus defectifs, deletes de certaines regions virales, contenant certains 
promoteurs, etc) permettant une expression particulierement efficace de l'activite 
GAD, et dans les tissus appropries. La presente invention fournit ainsi des vecteurs 
viraux utilisables directement en therapie genique, particulierement adaptes et efficaces 
pour dinger I'expression de la GAD in vivo. 

10 Un premier objet de 1'invention reside done dans un virus recombinant defectif 

comprenant une sequence d'ADN codant pour une proteine ayant une activite 
glutamate decarboxylase. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation d'un tel virus recombinant 
defectif pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement 

1 5 et/ou a la prevention des maladies neurodegeneratives 

Au sens de l'invention, le terme proteine ayant une activite glutamate 
decarboxylase (GAD) designe toute proteine capable d'induire ou de favoriser la 
production de GABA a partir de glutamate. Plus particulierement, la proteine ayant 
20 une activite glutamate decarboxylase est choisie parmi tout ou partie des proteines 
GAD65 et GAD67, ou de derives de celles-ci. 

L'activite glutamate decarboxylase produite dans le cadre de la presente 
invention peut etre une GAD humaine ou une GAD animale. La sequence d'ADN 
codant pour les GAD65 et 67 a ete donee et sequencee a partir de differentes especes, 

25 et notamment a partir de l'homme (Bu et al., PNAS 89 (1992) 2115) et du rat (Julien 
et al., Neurosci. Letters 73 (1987) 173). Pour permettre leur incorporation dans un 
vecteur viral selon 1'invention, ces sequences sont avantageusement modifiees, par 
exemple par mutagenese dirigee, en particulier pour 1'insertion de sites de restriction 
appropries. Les sequences decrites dans Tart anterieur ne sont en effet pas construites 

30 pour une utilisation selon Tinvention, et des adaptations prealables peuvent s'averer 
necessaires, pour obtenir des expressions importantes. Dans le cadre de la presente 
invention, on prefere utiliser une sequence d'ADN codant pour une GAD humaine. Par 
ailleurs, comme indique ci-avant, il est egalement possible d'utiliser une construction 



WO 95/25805 



PCT/FR95/00342 



A 

codant pour un derive de la GAD 65 ou 67, en particulier un derive des GAD 
humaines. Un tel derive comprend par exemple toute sequence obtenue par mutation, 
deletion et/ou addition par rapport a la sequence native, et codant pour un produit 
conservant la capacite d'induire ou de favoriser la production de GABA a partir de 
5 glutamate. Ces modifications peuvent etre realisees par les techniques connues de 
Phomme du metier (voir techniques generates de biologie moleculaire ci-apres). 
L'activite biologique des derives ainsi obtenus peut ensuite etre aisement determinee, 
comme indique notamment dans I'exemple 2. Les derives au sens de ('invention 
peuvent egalement etre obtenus par hybridation a partir de banques d'acides 

10 nucleiques, en utilisant comme sonde la sequence native ou un fragment de celle-ci. 

Ces derives sont notamment des molecules ayant une plus grande affinite 
pour leurs sites de fixation, des molecules presentant une plus grande resistance aux 
proteases, des molecules ayant une efficacite thcrapcutique plus grande ou des effets 
secondares moindres, ou eventuellement de nouvelles proprietes biologiques. Les 

15 derives incluent egalement les sequences d'ADN modifiees permettant une expression 
amelioree in vivo. 

Parmi les derives preferes, on peut citer plus particulierement les variants 
naturels, les molecules dans lesquelles certains sites de N- ou O-glycosylation ont ete 
modifies ou supprimes, les molecules dans lesquelles un ou plusieurs residus ont ete 

20 substitues, ou les molecules dans lesquelles tous les residus cysteine ont ete substitues 
(muteines). On peut citer egalement les derives obtenus par deletion de regions 
n ! intervenant pas oupeu dans Interaction avec les sites de liaison consideres ou 
exprimant une activite indesirable, et les derives comportant par rapport a la sequence 
native des residus supplementaires, tels que par exemple une methionine N-terminale 

25 et/ou un signal de secretion et/ou un peptide de jonction. 

La sequence d ! ADN codant pour la GAD utilisee dans le cadre de la presente 
invention peut etre un ADNc, un ADN genomique, ou une construction hybride 
consistant par exemple en un ADNc dans lequel seraient inseres un ou plusieurs 
30 introns. II peut egalement s'agir de sequences synthetiques ou semisynthetiques. De 
maniere particulierement avantageuse, on utilise un ADNc ou un ADNg. En 
particulier, Tutilisation d'un ADN genomique permet une meilleure expression dans les 
cellules humaines. 

Dans un premier mode de realisation, la presente invention concerne un vims 
35 recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant pour une proteine 
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ayant une activite GAD. Dans un autre mode de realisation prefere de l'invention, le 
virus comprend une sequence d'ADNg codant pour une proteine ayant une activite 
GAD 

5 Les vecteurs de l'invention peuvent etre prepares a partir de differents types 

de virus. Preferentiellement, on utilise des vecteurs derives des adenovirus, des virus 
adeno-associes (AAV), des virus de 1'herpes (HSV) ou des retrovirus. 

Les virus selon l'invention sont defectifs, c'est-a-dire qu'ils sont incapables de 
10 se repliquer de facon autonome dans la cellule cible. Generalement, le genome des 
virus defectifs utilises dans le cadre de la presente invention est done depourvu au 
moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule infectee. 
Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non- 
fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et notamment par la sequence 
1 5 d'ADN codant pour la GAD. Preferentiellement, le virus defectif conserve neanmoins 
les sequences de son genome qui sont necessaires a l'encapsidation des particules 
viral es. 

S'agissant plus particulierement d'adenovirus, differents serotypes, dont la 
structure et les proprietes varient quelque peu, ont ete caracterises. Parmi ces 

20 serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus 
humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir 
demande FR 93 05954). Parmi les adenovirus d'origine animale utilisables dans le 
cadre de la presente invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, 
murine, (exemple : Mavl, Beard et al., Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire 

25 ou encore simienne (exemple : SAV). De preference, 1'adenovirus d'origine animale est 
un adenovirus canin, plus preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan 
ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de 
l'invention des adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Preferentiellement, les adenovirus defectifs de l'invention comprenent les 1TR, 
30 une sequence permettant l'encapsidation et la sequence codant pour la proteine ayant 
une activite GAD. Encore plus preferentiellement, dans le genome des adenovirus de 
l'invention, le gene El et au moins I'un des genes E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels. 
Le gene viral considere peut etre rendu non fonctionnel par toute technique connue de 
I'homme du metier, et notamment par suppression totale, substitution, deletion 
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partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les genes consideres. De telles 
modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de TADN isole) ou in situ, par 
exemple, au moyens des techniques du genie genetique, ou encore par traitement au 
moyen d'agents mutagenes. 
5 Les adenovirus recombinants defectifs selon Tinvention peuvent etre prepares 

par toute technique connue de I'homme du metier (Levrero et al, Gene 1 01 (1991) 
195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant 
entre autre la sequence d'ADN codant pour la GAD. La recombinaison homologue se 

10 produit apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire 
appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par 
Iesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de complementer la partie 
du genome de l'adenovirus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les 
risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de 

15 rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui 
contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome d'un 
adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction de vecteurs derives des 
adenovirus ont egalement ete decrites dans les demandes n° FR93 05954 et 
FR 93 08596. 

20 Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 

les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Concernant les virus adeno-associes (AAV), il s'agit de virus a ADN de taille 
relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des cellules qu'ils infectent, de 

25 maniere stable et site-specifique. Ils sont capables d'infecter un large spectre de 
cellules, sans induire d'efFet sur la croissance, la morphologie ou la differenciation 
cellulaires. Par ailleurs, ils ne semblent pas impliques dans des pathologies chez 
rhomme. Le genome des AAV a ete clone, sequence et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et contient a chaque extremite une region repetee inversee (ITR) 

30 de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour le virus. Le reste du 
genome est divise en 2 regions essentielles portant les fonctions d'encapsidation : la 
partie gauche du genome, qui contient le gene rep implique dans la replication virale et 
1'expression des genes viraux; la partie droite du genome, qui contient le gene cap 
codant pour les proteines de capside du virus. 
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Concernant les virus adeno-associes (AAV), il s'agit de virus a ADN de taille 
relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des cellules qu'ils infectent, de 
maniere stable et site-specifique. Us sont capables d'infecter un large spectre de 
cellules, sans induire d'effet sur la croissance, la morphologie ou la differentiation 
5 cellulaires. Par ailleurs, ils ne semblent pas impliques dans des pathologies chez 
Thomme. Le genome des AAV a ete clone, sequence et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et contient a chaque extremite une region repetee inversee (ITR) 
de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour le virus. Le reste du 
genome est divise en 2 regions essentielles portant les fonctions d'encapsidation : la 
10 partie gauche du genome, qui contient le gene rep implique dans la replication virale et 
1'expression des genes viraux; la partie droite du genome, qui contient le gene cap 
codant pour les protetnes de capside du virus. 

^utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de genes in vitro et 
in .vivo a ete decrite dans la litterature (voir notamment WO 91/1 8088; WO 93/09239; 
15 US 4,797,368, US5, 139,941, EP 488 528). Ces demandes decrivent differentes 
constructions derivees des AAV, dans lesquelles les genes rep et/ou cap sont deletes et 
remplaces par un gene d'interet, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules 
en culture) ou in vivo (directement dans un organisme) ledit gene d'interet. Les AAV 
recombinants defectifs selon Finvention peuvent etre prepares par co-transfection, dans 
20 un lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire humain (par exemple un 
adenovirus), d ! un plasmide contenant la sequence codant pour I'inhibiteur des ETS 
borde de deux rpgions repetees inversees (ITR) d'AAV, et d'un plasmide portant les 
genes d'encapsidation (genes rep et cap) d'AAV. Les AAV recombinants produits sont 
ensuite purifies par des techniques classiques. 
25 Concernant les virus de 1'herpes et les retrovirus, la construction de vecteurs 

recombinants a ete largement decrite dans la litterature : voir notamment Breakfield et 
al., New Biologist 3 (1991) 203; EP 453242, EP178220, Bernstein et al. Genet. Eng. 
7 (1985) 235; McCormick, BioTechnology 3 (1985) 689, etc. En particulier, les 
retrovirus sont des virus integratifs, infectant selectivement les cellules en division. Ils 
30 constituent done des vecteurs d'interet pour des applications cancer. Le genome des 
retrovirus comprend essentiellement deux LTR, une sequence d ! encapsidation et trois 
regions codantes (gag, pol et env). Dans les vecteurs recombinants derives des 
retrovirus, les genes gag, pol et env sont generalement deletes, en tout ou en partie, et 
remplaces par une sequence decide nucleique heterologue d ! interet. Ces vecteurs 
35 peuvent etre realises a partir de differents types de retrovirus tels que notamment le 
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MoMuLV ("murine moloney leukemia virus"; encore designe MoMLV), Ie MSV 
("murine moloney sarcoma virus"), le HaSV ("harvey sarcoma virus"); le SNV 
("spleen necrosis virus"); le RSV ("rous sarcoma virus") ou encore le virus de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants comportant une sequence 
5 d'interet, un plasmide comportant notamment les LTR, la sequence d'encapsidation et 
ladite sequence d'interet est generalement construit, puis utilise pour transfecter une 
lignee cellulaire dite d'encapsidation, capable d'apporter en trans les fonctions 
retrovirales deficientes dans le plasmide. Generalement, les lignees d'encapsidation 
sont done capables d'exprimer les genes gag, pol et env. De telles lignees 

10 d'encapsidation ont ete decrites dans I'art anterieur, et notamment la lignee PA317 
(US4,861,719); la lignee PsiCRIP (WO90/02806) et la lignee GP+envAm-12 
(WO89/07150). Par ailleurs, les retrovirus recombinants peuvent comport er des 
modifications au niveau des LTR pour supprimer Tactivite transcriptionnelle, ainsi que 
des sequences d'encapsidation etendues, comportant une partie du gene gag (Bender et 

15 al., J. Virol. 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont ensuite 

purifies par des techniques classiques. Dans le cas particulier de la presente invention, 

les retrovirus peuvent etre prepares par recombinaison homologue entre un plasmide 

retroviral contenant le gene codant pour la GAD et une lignee cellulaire 

transcomplementante qui va permettre de produire des particules virales dont le 

20 genome code pour le transgene. A titre d'exemple de lignee on peut notamment citer la 
lignee cellulaire vp-2 qui provient de la lignee NIH-3T3 (lignee fibroblastique de 

souris) par transfection par pMOV-\p", un plasmide contenant le genome du virus de 

la leucemie murine de Moloney (MoMuLV) dont la sequence d'encapsidation "vp" est 

deletee (Mann e/a/., Cell, 33, 153-159, 1983). 

25 Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout particulierement 

avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus recombinant defectif. Les resultats 
donnes ci-apres demontrent en effet les proprietes particulierement interessantes des 
adenovirus et retrovirus pour Texpression in vivo d'une proteine ayant une activite 
GAD. De plus, les vecteurs adenoviraux et retrovirus selon Tmvention presentent en 

30 outre des avantages importants, tels que notamment leur tres haute efficacite 
d'infection des cellules nerveuses, permettant de realiser des infections a partir de 
faibles volumes de suspension virale. De plus, I'infection par ces vecteurs viraux de 
Tinvention est tres localisee au site d'injection, ce qui evite les risques de diffusion aux 
cellules voisines. 
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Avantageusement, dans les vecteurs de l'invention, la sequence codant pour la 
proteine ayant une activite GAD est placee sous le controle de signaux permettant son 
expression dans les cellules nerveuses. Preferentiellement, il s'agit de signaux 
d'expression heterologues, c'est-a-dire de signaux differents de ceux naturellement 
5 responsables de l'expression de la GAD. II peut s'agir en particulier de sequences 
responsables de l'expression d'autres proteines, ou de sequences synthetiques. 
Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. 
Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule 
que I'on desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
10 genome d'un virus, y compris du virus utilise. A cet egard, on peut citer par exemple 
les promoters E1A, MLP, CMV, LTR-RSV, etc. En outre, ces sequences 
d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de 
regulation, ou permettant une expression tissu-specifique. II peut en effet etre 
particulierement interessant d'utiliser des signaux d'expression actifs specifiquement ou 
1 5 majoritairement dans les cellules nerveuses, de maniere a ce que la sequence d'ADN ne 
soit exprimee et ne produise son effet que lorsque le virus a effectivement infecte une 
cellule nerveuse. A cet egard, on peut citer par exemple les promoteurs de l'enolase 
neurone-specifique (Forss-Petter et al.. Neuron 5 (1990) 187), de la GFAP (Sarkar et 
a!., J. Neurochem. 57 (1991) 675), etc. 
20 Dans un mode particulier de realisation, l'invention concerne un virus 

recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant pour une proteine 
ayant une activite GAD sous le controle du promoteur LTR-RSV. 

Dans un autre mode de realisation particulier, l'invention concerne un virus 
recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNg codant pour une proteine 
25 ayant une activite GAD sous le controle du promoteur LTR-RSV. 

La demanderesse a en effet montre que le promoteur LTR du virus du 
sarcome de rous (RSV) permettait une expression durable et importante de I'activite 
GAD dans les cellules du systeme nerveux humain, notamment central. 

Toujours dans un mode prefere, l'invention concerne un virus recombinant 
30 defectif comprenant une sequence d'ADN codant pour une proteine ayant une activite 
GAD sous le controle d'un promoteur permettant une expression majoritaire dans le 
systeme nerveux. 

L'expression est considered comme majoritaire au sens de l'invention lorsque, 
meme si une expression residuelle est observee dans d'autres types cellulaires, les 
35 niveaux d'expression sont superieurs dans les cellules nerveuses. 
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Comme indique ci-avant, la presente invention concerne egalement toute 
utilisation d'un virus tel que decrit ci-dessus pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee. au traitement et/ou a la prevention des maladies 
neurodegeneratives. Plus particulierement, elle concerne toute utilisation de ces virus 
5 pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a 
la prevention de la maladie de Parkinson, de la maladie d' Alzheimer, de la sclerose 
laterale amyotrophique (ALS), de la maladie d'Huntington, de 1'epilepsie, de la 
degenerescence cerebrovascular, etc. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs virus recombinants defectifs tels que decrits 
precedemment. Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre formulees en vue 
d'administrations par voie topique, orale, parenteral, intranasal, intraveineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De preference, les 
compositions pharmaceutiques de I'invention contiennent un vehicule pharmaceu- 
tiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment pour une injection 
directe dans le systeme nerveux du patient. II peut s f agir en particulier de solutions 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. L'injection directe dans le systeme nerveux du 
patient est avantageuse car elle permet de concentrer l'effet therapeutique au niveau 
des tissus affectes. L'injection directe dans le systeme nerveux central du patient est 
avantageusement realisee au moyen d'un appareil d'injection stereotaxique. L'emploi 
d'un tel appareil permet en effet de cibler avec une grande precision le site d'injection. 
Des injections localisees, telles que notamment des injections intranigrales, dans le lobe 
temporal, dans les foyers epileptiques ou encore dans Fepithelium intestinal peuvent 
etre particulierement avantageuses. 

Les doses de virus recombinant defectif utilisees pour l'injection peuvent etre 
adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du vecteur 
30 viral, du mode d'administration utilise, de la pathologie concernee ou encore de la 
duree du traitement recherchee. D'une maniere generale, les adenovirus recombinants 
selon Tinvention sont formules et administres sous forme de doses comprises entre 10^ 
et 10 14 pfii/ml, et de preference 10 6 a 10 10 pfti/ml. Le terme pfu ("plaque forming 
unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par 
35 infection d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 48 heures, 
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du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pftj 
d'une solution virale sont bien documentees dans la litterature. Concernant les 
retrovirus, les compositions selon l'invention peuvent comporter directement les 
cellules productrices, en vue de leur implantation. 

5 La liberation de GAJBA obtenue par therapie genique selon l'invention 

constitue une approche therapeutique particulierement efficace pour contrecarrer les 
phenomenes excitotoxiques responsables de maladies nerveuses degeneratives comme 
les scleroses amyelotrophiques. 

Les vecteurs de l'invention presentent done des proprietes anticonvulsivantes 

10 et neuroprotectrices. Parmi les applications therapeutiques des vecteurs de l'invention, 
on peut citer en particulier le traitement de certaines formes d'epilepsies, notamment 
celles resistantes a tout traitement pharmacologique ou chirurgical, telles que les 
epilepsies rebelles du lobe temporal. Les vecteurs de l'invention peuvent egalement 
etre utilises pour le traitement des lesions cerebrales excitotoxiques d'origines diverses, 

15 notamment d'origine ischemique, ainsi que pour le traitement des traumatismes 
medullaires susceptibles d'engendrer des lesions excitotoxiques. lis presentent 
egalement un interet therapeutique important dans le traitement du diabete, notamment 
de type 1, par exemple par 1'induction d'une tolerance a la GAD chez des individus 
prediabetiques, permettant ainsi d'eviter l'attaque auto-immune responsable des 

20 symptomes de cette maladie. A cet egard, une synthese de GAD, massive mais bien 
localisee, dans Tintestin par exemple, presente aussi un interet therapeutique certain 
dans les cas de diabetes declares, en deprimant la reponse auto-immunitaire cellulaire. 

Un autre objet de Tinvention concerne toute cellule de mammifere infectee par 
un ou plusieurs virus recombinants defectifs tels que decrits ci-dessus. Plus 

25 particulierement, Tinvention concerne toute population de cellules humaines infectee 
par ces virus. II peut s'agir en particulier de fibroblastes, myoblastes, hepatocytes, 
keratinocytes, cellules endotheliales, cellules gliales, etc. 

Les cellules selon l'invention peuvent etre issues de cultures primaires. Celles- 
ci peuvent etre prelevees par toute technique connue de Thomme du metier, puis mises 

30 en culture dans des conditions permettant leur proliferation. S f agissant plus 
particulierement de fibroblastes, ceux-ci peuvent etre aisement obtenus a panir de 
biopsies, par exemple selon la technique decrite par Ham [Methods Cell.BioL 21a 
(1980) 255]. Ces cellules peuvent etre utilisees directement pour Tinfection par les 
virus, ou conservees, par exemple par congelation, pour Tetablissement de banques 
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autologues, en vue d'une utilisation ulterieure. Les cellules selon 1'invention peuvent 
egalement etre des cultures secondares, obtenues par exemple a partir de banques 
preetablies (voir par exemple EP228458, EP289034, EP400047, EP456640). 

Les cellules en culture sont ensuite infectees par les virus recombinants, pour 
5 leur conferer la capacite de produire une activite GAD. L'infection est realisee in vitro 
selon des techniques connues de I'homme du metier. En particulier, selon le type de 
cellules utilise et le nombre de copies de virus par cellule desire, I'homme du metier 
peut adapter la multiplicity defection et eventuellement le nombre de cycles 
defection realise. II est bien entendu que ces etapes doivent etre effectuees dans des 
10 conditions de sterilite appropriees lorsque les cellules sont destinees a une 
administration in vivo. Les doses de virus recombinant utilisees pour l'infection des 
cellules peuvent etre adaptees par I'homme du metier selon le but recherche. Les 
conditions decrites ci-avant pour l'administration in vivo peuvent etre appliquees a 
Tinfection in vitro 

15 Un autre objet de 1'invention concerne un implant comprenant des cellules 

mammifere infectees par un ou plusieurs virus recombinants defectifs telles que 
decrites ci-dessus, et une matrice extracellulaire. Preferentiellement, les implants selon 
1'invention comprennent 10 5 a 10 10 cellules. Plus preferentiellement, ils en 
comprennent 10 6 a 10 8 . 

20 Plus particulierement, dans les implants de 1'invention, ia matrice 

extracellulaire oomprend un compose gelifiant et eventuellement un support 
permettant 1'ancrage des cellules. 

Pour la preparation des implants selon Tinvention, differents types de 
gelifiants peuvent etre employes. Les gelifiants sont utilises pour Tinclusion des cellules 

25 dans une matrice ayant la constitution d'un gel, et pour favoriser Tancrage des cellules 
sur le support, le cas echeanL Differents agents d'adhesion cellulaire peuvent done etre 
utilises comme gelifiants, tels que notamment le collagene, la gelatine, les 
glucosaminoglycans, la fibronectine, les iectines, etc. De preference, on utilise dans le 
cadre de la presente invention du collagene. II peut s'agir de collagene d ! origine 

30 humaine, bovine ou murine. Plus preferenciellement, on utilise du collagene de type L 
Comme indique ci-avant, les compositions selon 1'invention comprennent 
avantageusement un support permettant Tancrage des celhiles. Le terme ancrage 
designe toute forme d'interaction biologique et/ou chimique et/ou physique entrainant 
Tadhesion et/ou la fixation des cellules sur le support. Par ailleurs, les cellules peuvent 
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soit recouvrir le support utilise, soit penetrer a I'interieur de ce support, soit les deux. 
On prefere utiliser dans le cadre de I'invention un support solide, non toxique et/ou 
bio-compatible. En particulier, on peut utiliser des fibres de polytetrafluoroethylene 
(PTFE) ou un support d'origine biologique. 

5 Les implants selon I'invention peuvenl etre implantes en differents sites de 

1'organisme. En particulier, l'implantation peut etre effectuee au niveau de la cavite 
peritoneale, dans le tissu sous-cutane (region sus-pubienne, fosses iliaques ou 
inguinales, etc), dans un organe, un muscle, une tumeur, le systeme nerveux central, 
ou encore sous une muqueuse Les implants selon I'invention sont particulierement 

10 avantageux en ce sens qu'ils permettent de controler la liberation du produit 
therapeutique dans 1'organisme : Celle-ci est tout d'abord determinee par la multiplicity 
d'infection et par le nombre de cellules implantees. Ensuite, la liberation peut etre 
controlee soit par le retrait de I'implant, ce qui arrete defmitivement le traitement, soit 
par l'utilisation de systemes d'expression regulables, peimettant d*induire ou de 

1 5 reprimer l'expression des genes therapeutiques. 

La presente invention ofTre ainsi un moyen tres efficace pour le traitement ou 
la prevention des maladies neurodegeneratives. Elle est tout particulierement adaptee 
au traitement des maladies d' Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, de Tepilepsie et 
20 de l'ALS. En outre, ce traitement peut concerner aussi bien Thomme que tout animal 
tel que les ovins, les bovins, les animaux domestiques (chiens, chats, etc), les chevaux, 
les poissons, etc. 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples et 
figures qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

25 

Leeende des figures * 

Figure 1 : Structure du vecteur pLTRIXGAD67 

Figures 2a et 2b: Infection de lignees cellulaires HiB5 et ST14a par un clone ¥-2 
producteur de retrovirus recombinants codant pour la GAD. 

30 Figure 3: Activite glutamate decarboxylase de differents clones issus de lignees 
cellulaires infectees par un retrovirus recombinant codant pour la GAD. 
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Figures 4 et 5: controle de la transplantation in vivo des clones HiB5 (figure 4B) et 
Stl4a (figures 5A et 5B) exprimant la GAD par rapport a des cellules ST14a non 
infect ees (figure 4A) . 

Figure 6: Liberation de GABA in vitro par les cellules genetiquement modifiees. 
5 Techniques generales rig hiolopie mnjprnlaj rf 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
10 phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de l*homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
15 Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
20 melange phenol/chloroforme, precipites a l'ethanol puis incubes en presence de l'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 
25 de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
f abricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 
menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
&re effectuee selon la methode developpee par Taylor et ai [Nucleic Acids Res. 13 
30 (1 985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Polymerase-catalyzed Chain Eeaction, Saiki R.K. et al., Science 230. (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
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effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
5 utilisant le kit distribue par Amersham. 

Exemples 

Exemple 1. Construction du vecteur pLTR IX GAD67 portant le gene codant 
pour la GAD67 sous le controle du promoteur du LTR du virus du sarcome de 
rous (figure 1). 

10 Cet exemple decrit la construction d'un vecteur comprenant une sequence 

d'ADNc codant pour la GAD67, sous le controle d'un promoteur constitue par le LTR 
du virus du sarcome de rous (LTR-RSV). 

1.1. Vecteur de depart (pLTR IX) : Le vecteur pLTR IX contient en particulier 
la region gauche de l'adenovirus Ad5 comprenant 1'ITR et le site d'encapsidation, le 

15 promoteur LTR de RSV, et une region de l'adenovirus Ad5 allant du gene pIX 
jusqu'au site de restriction EagI, permettant la recombinaison homologue in vivo. Ce 
vecteur a ete decrit par Stratford-Perricaudet et al. (J. Clin. Invest. 90 (1992) 626). 

1 .2. Construction d'une sequence ADNc codant pour la GAD67. 

20 Pour permettre la realisation de vecteurs selon l'invention, une sequence 

d'ADNc codant pour la GAD67 de rat a ete construite comme suit 

- Un clone d'ADNc correspondant a I'ARNm de la glutamate decarboxylase 
GAD67 a ete isole par criblage immunologique d'une banque depression d'ADNc de 
cerveau de rat construite dans le vecteur lambda GT11 (Julien et al, Neurosci. Letters 

25 73 (1987) 173). La nature et la position exacte de la sequence codant pour la GAD67 
dans le clone isole ont ete determines par sequen9age de Tinsert. L'insert contenu 
dans ce clone a ensuite ete isole par digestion au moyen de l'enzyme EcoRI, puis sous- 
clone au site correspondant du vecteur pSPT18 ou Bluescript (Pharmacia). 

1.3. Construction du vecteur pLTR IX GAD67 
30 Cet exemple decrit la construction du vecteur pLTR IX GAD67 contenant la 

sequence codant pour la GAD67 sous controle du LTR du virus RSV, ainsi que des 
sequences de l'adenovirus Ad5 permettant la recombinaison in vivo. 
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Le fragment EcoRl-Hindlll de 2 kb a ete isole par digestion enzymatique a 
partir de la construction preparee dans I'exemple 1.2. Ce fragment de 2 kb contient la 
sequence codante de la GAD67, et s'etend aux 118 pb en amont du codon d'initiation 
de la traduction, et aux 70 pb situees en aval du codon de terminaison. Ce fragment a 
5 ete isole et purifie par electrophorese sur un gel d'agarose LMP ("Low Melting 
Point"), puis traite par l'ADN polymerase de T4 pour obtenir des extremites franches. 
Ce fragment a ensuite ete insere au site compatible Sail du vecteur pLTR IX (exemple 
1.1.) pour generer le vecteur pLTR IX GAD67 (figure 1). Lensemble de la sequence 
nucleotidique de Finsert GAD67 a ensuite ete verifiee par sequengage 
1 0 dideoxynucleotides. 

Exemple 2. Fonctionalite du vecteur pLTR IX GAD67 

La capacite du vecteur pLTR IX GAD67 a exprimer sur culture cellulaire une 
forme biologiquement active de la GAD a ete demontree par transfection transitoire de 
15 cellules 293. Pour cela, les cellules (2.10 6 cellules par boite de 10 cm de diametre) ont 
ete transferees (8 pg de vecteur) en presence de Transfectam. L'expression de la 
sequence codant pour la GAD el la production d'une proteine biologiquement active 
sont mises en evidence par les tests suivants : 

- Detection et quantification des ARNm GAD par la technique de Northern blot (voir 
20 par exemple Julien et al., Neurosci. Letters 73 (1987) 173 pour un protocole detaille) 

- Revelation de la proteine GAD par la technique de Western blot en utilisant 
l'anticorps polyclonal K2 (Chemicon) (voir egalement Julien et al., Neurosci. Letters 
73 (1987) 173 pourun protocole detaille) 

- Mise en evidence et quantification de l'activite GAD (synthese de GABA) a partir du 
25 lysat cellulaire. Pour cela, 48 heures apres la transfection, les cellules sont lysees et le 

lysat est clarifie par centrifugation a 100 000 g. Le lysat est alors incube en presence 
d ! un anticorps anti-GAD, lui-meme fixe sur des billes de sepharose. Uanticorps utilise 
est en particulier l'anticorps #1440, qui presente la propriete de preserver Tactivite 
catalytique de la GAD (Oertel et al., Neurosci. 6 (1981) 2715). II est entendu que 

30 d'autres anticorps presentant des proprietes comparables peuvent etre utilises et 
eventuellement prepares. Le complexe anticorps-GAD active est ensuite separe du 
lysat cellulaiore et incube en presence de [1- ,4 C] L-glutamate. Le ,4 C02 libere au 
cours de la reaction, qui reflete la transformation du glutamate en GABA, est piege sur 
un filtre imbibe de hyamine et compte en scintillation liquide. Deux controles negatifs 

35 permettent de soustraire le bruit de fond et ainsi de determiner le signal specifique : un 
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antiserum pre-immun et un inhibiteur specifique de la GAD, le y-acetylenique-GABA 
(voir aussi Julien et al., Neurosci. Letter 73 (1987) 173). 

Exemple 3. Construction d'un adenovirus recombinant Ad-GAD67 contenant 
une sequence codant pour la GAD67 

5 Le vecteur pLTR IX GAD67 a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 

adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en trans les 
fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 

Plus precisement, l'adenovirus Ad-GAD67 a ete obtenu par recombinaison 
homologue in vivo entre l'adenovirus mutant Ad-dl 1324 (Thimmappaya et al.. Cell 31 

10 (1982) 543) et le vecteur pLTR IX GAD67, selon le protocole suivant : le plasmide 
pLTRIX GAD67 et l'adenovirus Ad-dl 1324, linearise par I'enzyme Gal, ont ete co- 
transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, pour permettre la 
recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes ont ete 
selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, I'ADN de l'adenovirus 

15 recombinant a ete amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un surnageant 
de culture contenant l'adenovirus defectif recombinant non purifie ayant un titre 
d'environ 10 1 0 pfu/ml. 

Les particules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur gradient de 
chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham et al., 

20 Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-GAD67 peut etre conserve a -80°C dans 
20 % de glycerol. 

Exemple 4. Fonctionalite de l'adenovirus Ad-GAD67 

La capacite de Tadenovirus Ad-GAD67 a infecter des cellules en culture et a 
exprimer dans le milieu de culture une forme biologiquement active de la GAD67 a ete 
25 demontree par infection des iignees 293 humaine. La presence de GAD67 actif dans le 
surnageant de culture a ensuite ete determinee dans les memes conditions que dans 
Texemple 2. 

Ces etudes permettent de montrer que l'adenovirus exprime bien une forme 
biologiquement active de la GAD67 en culture cellulaire. 

30 Exemple 5 : Transfert in vivo du gene GAD67 par un adenovirus recombinant 
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Cet exemple decrit le transfer! du gene GAD67 in vivo au moyen d'un vecteur 
adenoviral selon invention. II montre comment les effets des vecteurs de Tinvention 
sur differents modeles animal peuvent etre mis en evidence. 

L'adenovirus recombinant GAD67 peut etre injecte en differents points du 
5 syseme nerveux. En particulier, Tinjection est realisee dans les differents points 
suivants : dans le noyau median du septum, dans la partie dorsale de Thippocampe, 
dans le striatum, dans la substance noire et dans le cortex entorhinal. 

L'adenovirus injecte est l'adenovirus Ad-GAD67 prepare dans l'exemple 3, 
10 utilise sous forme purifiee (3,5 10 6 pfu/pl), dans une solution saline phosphate (PBS). 
Les injections sont realisees a l'aide d'une canule (diametre exterieur 280 pm) 
connectee a une pompe. La vitesse d'injection est fixee a 0,5 pl/min, apres quoi, la 
canule rest e en place pendant 4 minutes supplementaires avant d'etre remontee. 

15 Les volumes d'injection dans Thippocampe, le septum, le striatum et la 

substance noire sont respectivement 3, 2, 2x3 et 2 pi La concentration d'adenovinis 
injectee est de 3,5. 10^ pfu/pl. 

Pour Tinjection dans Fhippocampe, les coordonnees stereotaxiques sont les 
suivantes : AP=-4; ML=3,5; V=-3,l (les coordonnees AP et ML sont determinees par 
20 rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la surface de I'os cranien au niveau 
du bregma. 

Pour Tinjection dans le septum, les coordonnees stereotaxiques sont les 
suivantes : AP=1; ML=1; V=-6 (les coordonnees AP et ML sont determinees par 
rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la surface de Tos cranien au niveau 
25 du bregma. Dans cette condition, la canule presente un angle de 9 degres par rapport a 
la verticaie (dans le sens medio-lateral) afin d'eviter le sinus veineux median. 

Pour Tinjection dans la substance noire, les coordonnees stereotaxiques sont 
les suivantes : AP=-5,8; ML=+2; V=-7,5 (les coordonnees AP et ML sont determinees 
par rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la dure-mere). 

30 Pour les injections dans le striatum, les coordonnees stereotaxiques sont les 

suivantes : AP=+0,5 et -0,5; ML=3; V— 5,5 (les coordonnees AP et ML sont 
determinees par rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la dure-mere). 



WO 95/25805 



PCT/FR95/00342 



19 



Les effets therapeutiques de l'administration de I'adenovirus selon Tinvention 
sont mis en evidence par trois types d'analyse : une analyse histologique et 
immunohistochimique, une analyse quantitative et une analyse comportementale, qui 
temoignent de la capacite des vecteurs de Invention a produire in vivo une GAD 
5 biologiquement active. 



Exemple 6. Construction du plasmide retroviral pMoMuLV-GAD portant le 
gene codant pour la GAD 67 

10 L'ADNc de la glutamate decarboxylase de rat qui a ete insere dans un plasmide 

retroviral comprend 163 paires de bases non codantes en 5' et 377 en 3*. La phase 
ouverte de lecture codant pour la GAD comporte 1782 paires de bases. Get ADNc a 
ete insere entre les deux LTR du vecteur, sous le controle transcriptionnel du LTR 5'. 
La sequence retroviral contient egalement une sequence y qui permet son 

15 encapsidation. Enfin, le plasmide contient un gene de resistance a 1'ampicilline qui 
permet de selectionner les bacteries apres leur transformation. 
Schema de la sequence retroviral recombinante du plasmide: 



Sail 



Pstl/Nsil 



iiiiiiH - 



mm 



LTR 5' 



ADNc GAD 



LTR 3' 



1 kilobase 

20 

Cet ADNc de la GAD 67 de rat a ete extrait du plasmide pY21-GAD par 
coupure Sall/PstI pour generer un fragment de 2,32 kilobases comprenant la sequence 
codant pour la GAD. 28 mg du plasmide pY21-GAD ont ete coupes avec 5 unites de 
chaque enzyme pendant une heure a 37°C. Apres digestion, I'ADN a ete precipite a 
25 l'&hanol puis I'insert GAD a ete purifie apres electrophorese en gel d'agarose 1% a 
temperature de fusion basse. 

Le vecteur pMoMuLV-TH qui comprend les sequences retrovirales necessaires 
a la transcription et a 1' integration (respectivement "LTR" et a ete coupe par les 

enzymes Sail et Nsil. Cette coupure a permis de retirer l'ADNc de la tyrosine 
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hydroxylase du vecteur et de generer un site de clonage pour l'ADNc de la GAD (les 
enzymes Nsil et PstI forment des extremites cohesives compatibles). 10 mg d'ADN ont 
ete coupes avec 5 unites d'enzymes pendant une heure a 37°C. Le vecteur a ete purifie 
par ia meme methode que l'ADNc de la GAD. 
5 90 ng de l'ADNc de la GAD et 360 ng du vecteur pMoMuLV ont ete ligatures 

sur la nuit a 16°C en presence de 4 unites d'ADN Ligase du bacteriophage T4. 

La moitie de FADN ligature a ete introduit dans des bacteries competentes 
KColi (XL1 Blue) par electroporation et les cellules transformees ont ete 
selectionnees sur boite de Petri LB/agarose contenant 100 mg/ml d'ampicilline. Les 
10 clones recombinant pMoMuLV-GAD ont ete identifies par digestion par les enzymes 
Hindlll et Kpnl qui coupent de fa<;on assymetrique le vecteur et Tinsert. L'analyse de 
24 clones bacteriens par coupure Hindlll/Kpnl a permis d'en isoler 4, correspondant 
au plasmide attendu. Un de ces clones a ete utilise pour la production du plasmide 
retroviral. 

15 Le plasmide pMoMuLV-GAD a ete prepare par purification de TADN 

plasmidique d'un clone recombinant sur gradient CsCl selon la methode de Birnboim et 
Doly {Nucleic Acids Research, Vol 7: 1513-1523, 1979) . 

20 Exemple 7. Transfection des cellules productrices de retrovirus. 

Pour cette etape, nous avons utilise la lignee cellulaire vp-2 qui possede un 

provirus exprimant toutes les fonctions retrovirales requises pour I'encapsidation de 
transcrits retroviraux mais qui est defective pour le signal d'encapsidation 4/. A cause 

25 de cette deletion, les transcrits du provirus ne sont pas encapsides. Par contre, un 
retrovirus defectif pour les fonctions d'encapsidation mais possedant une sequence y 
pourra etre encapside par cette cellule trans-complementante. 

Les cellules \y-2 ont ete cotransfectees avec le plasmide pMoMuLV-GAD et 

un plasmide contenant un gene de resistance a la neomycine (pUC-SVNEO) a Taide 
30 d'un precipite de phosphate de calcium (Chen et Okayama, Molecular and Cellular 
Biology, Vol 7:2745-2752, 1988). Un precipite comprenant 20 mg de pMoMuLV- 
GAD et 2 mg de pUC-SVNEO a ete laisse en contact pendant 18 heures avec 10 6 
cellules. Ensuite, la culture a ete poursuivie en milieu DMEM (Gibco) supplemente en 
antibiotiques (penicilline: 100 unites/ml; streptomycine: 100 mg/ml) et en serum de 
3 5 veau foetal ( 1 0% vol/vol). 
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Deux jours apres transfection, les cellules sont passees sur sept boites de Petri 
(10 cm de diametre) et cultivees dans le meme milieu additionne de 600 mg/ml de 
neomycine afm de selectionner les cellules transferees. 

Quinze jours apres le debut de la selection, les clones resistants a la neomycine 
5 sont preleves a la pipette pasteur et cultives en flacon de 25 cm 2 . 

Lorsque les cellules des clones vp-2 resistants a la neomycine sont confluentes ) 

elles sont mises en contact avec du milieu neuf pendant douze heures. Ce milieu, qui 
contient les retrovirus produits par les cellules y-2, est recolte, congele dans I'azote 

liquide et stocke a -80°C jusqu'a utilisation. 

10 

Exemple 8. Criblage des clones y-2 par infection de cellules de la lignee NIH- 
3T3. 

15 Afm de determiner la qualite et la quantite des retrovirus produits par les 

dififerents clones vy-2, ces derniers ont ete testes indirectement en etudiant leur 

potentiel infectieux sur des cellules de la lignee NIH-3T3 (lignee cellulaire de type 
fibroblastique, immortalisee a partir de fibroblastes de souris). Pour cela, les 
surnageants retroviraux des 35 clones vp-2 ont ete utilises pour infecter les cellules, et, 

20 apres infection, elles ont ete soit recoltees pour effectuer un western blot, soit fixees 
pour detecter la GAD par immunocytochimie (figure 2). Les resultats de ces 
experiences nous ont permis de selectionner le clone y-2 presentant le potentiel 

infectieux le plus fort. 

25 

Exemple 9. Infection de lignees cellulaires HiB5 et ST14a par les retrovirus 

Les surnageants retroviraux provenant du clone *j>-2, selectionne dans Texemple 8, ont 
ete utilises pour infecter deux lignees cellulaires progenitrices du systeme nerveux 
30 central HiB5etST14a : 

- HiB5; lignee cellulaire derivant d ! une culture primaire d ? hippocampe 
de rat (16^ me jour de la vie embryonnaire) immortalisee par Tantigene T 
thermosensible de SV40. Les cellules de cette lignee sont des progeniteurs de cellules 
de types neuronales et gliales (Renfranz etal. y Cell Vol 66: 713-729, 1991), 
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- ST14a: cette lignee a ete immortalisee de la meme fa<?on que la lignee 
precedente mais elle provient d'une culture primaire de striatum de rat. 

Les cellules des lignees HiB5 et ST 14a ont la propriete de se diviser in vitro a 
33 °C mais arret ent de se multiplier une fois transplantees dans le systeme nerveux 
5 central des rongeurs dont la temperature corporelle est de 39°C. Ces cellules peuvent 
done se cultiver facilement in vitro (a 33°C) et ne sont pas tumorigenes in vivo. 

Elles ne doivent pas etre confluentes lors de l'infection : la division cellulaire (et 
la synthese d'ADN qu'elle entraine) est necessaire pour Integration du genome 
retroviral dans le genome de la cellule hote (Lo et al 9 Molecular Neurobiology Vol 
10 2:156-182, 1988). 

Le milieu est change pour du surnageant retroviral auquel a ete ajoute 10 
mg/ml de polybrene. Les cellules sont laissees au contact du surnageant retroviral 
pendant douze heures, puis le milieu est change pour du milieu normal. 

Ces cellules ne s'infectant pas facilement, nous avons eu recours a une methode 
15 d'infections repetees : les cellules ont ete infectees cinq fois a raison d'une fois par jour 
pendant cinq jours. Le pourcentage de cellules infectees a ete determine par 
immunocytochimie apres chaque infection. 

Apres cinq infections, le pourcentage de cellules infectees etait de 33% pour la 
lignee HiB5 et de 1 7% pour la lignee ST14a (figures 2a et 2b). 
20 Nous avons entrepris le sous clonage de ces lignees cellulaires infectees afin 

d ! obtenir des clones cellulaires exprimant la GAD. Des boites de Petri (diametre de 10 
cm) ont ete ensemencees avec les cellules infectees a raison de 1000, 500 ou 200 
cellules par boite. Les clones cellulaires isoles ont ete preleves apres 15 jours de 
culture. Nous avons isole 17 clones provenant de la lignee HiB5 et 20 de la lignee 
25 ST14a. 



Exemple 10. Fonctionnalite du retrovirus pMoMuLV-G 

30 Uactivite enzymatique de la GAD est evaluee par la methode de Hamel et al 

{Journal of Neurochemistry Vol 39:842-849, 1982) modifiee par Brass et al {Journal 
of Neurochemistry Vol 59:415-424, 1992). Le principe de cette mesure d'activke 
enzymatique repose sur la detection du GABA forme a partir d ! un precurseur tritie 
( 3 H-glutamate) en incubant a 37°C Textrait proteique contenant la GAD. Cette 

35 reaction se fait en presence du cofacteur de la GAD (phosphate de pyridoxal) et d ! un 
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inhibiteur de la GABA transaminase afin de preserver le GABA forme. Le GABA tritie 
forme est ensuite separe du glutamate grace a une colonne de resine echangeuse d'ions 
puis la quantite de GABA forme est evaluee a I'aide d'un compteur a scintillation. Le 
protocole detaille du dosage est le suivant: 
5 Les cellules sont lysees dans un tampon Na phosphate (pH=7,4) contenant de 1TEDTA 

(10 mM), de la serum alburnine de boeuf (SAB, 5 mg/1), et du Triton X-100 

(0,5% vol/vol). 

La reaction enzymatique est effectuee a partir de 80 ml de lysat cellulaire auxquels 
sont ajoutes: (1) 10 ml d ? une solution contenant du phosphate de pyridoxal (200 mM, 
10 cofacteur de la GAD) et de rAminoEthyl-isoThiouronium bromide (10 mM, inhibiteur 
de la GABA transaminase); (2) 10 ml d'une solution contenant 5 mM de glutamate non 
marque et 10 6 dpm de glutamate tritie purifie extemporanement selon la methode de 
Bird (1976). 

Le melange reactionnel est ensuite incube 90 minutes a 37°C. La reaction est stoppee 
15 par addition de 0,5 ml d'une solution cuprique preparee extemporanement (CuCb 6,92 
g/1; Na^PC^ 59,6 g/i; borate de sodium 21,68 g/1) qui permet de complexer le 
glutamate. La suspension est gardee sur la glace pendant 10 minutes afin que le 
complexe se forme, puis le precipite de cuivre est elimine par centriftigation (13 000 
rpm, 5 minutes). 

20 Le surnageant est depose sur une colonne de resine Dowex (AG- 1X8 acetate, Biorad) 
qui retient le glutamate restant. La colonne est lavee deux fois avec 0,5 ml d'eau. 
Le GABA produit est determine par cornptage de l'eluat dissout dans 10 ml de liquide 
de scintillation (Aqueous Counting Scintillant, Amersham). 

Le bruit de fond de la reaction est evalue en rempla^ant le lysat cellulaire par du 
25 tampon de lyse sans cellules. La concentration des proteines du lysat cellulaire est 
determinee suivant la methode de Bradford (Analogical Biochemistry Vol 72:248- 
254, 1976). L'activite enzymatique est exprimee en nmoles de GABA forme/mg 
proteines/heure. 

La mesure de Tactivite glutamate decarboxylase a ete effectuee sur chaque 
30 clone provenant des lignees infect ees par le retrovirus recombinant codant pour la 
GAD. En parallels Tactivite GAD a ete determinee sur des extraits de striatum et du 
clone y-2 producteur de retrovirus. Les resultats du dosage sont presentes en figure 3. 
Ainsi, sur les 17 clones issus des cellules HiB5 infectees, 3 exprimaient des fons taux 
de GAD. De meme, pour les clones provenant de la lignee ST 14a, 3 sur 20 
35 exprimaient fortement la GAD. Un clone HiB5 et un clone ST14a ont ete retenus pour 
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la transplantation, leur activite enzymatique glutamate decarboxylase atteignant 
respectivement: 

- clone HiB5 : 5, 1 7 nmoles/mg prot/heure. 

- clone ST 14a: 7,20 nmoles/mg prot/heure. 

- striatum: 7, 13 nmoles/mg prot/heure. 

On peut egalement proceder a un Western Blot selon le protocole decrit 
Towbin^a/. (P.N.A.S. Vol 76:4350-4354, 1979) : 

30 ml de lysat cellulaire (meme tampon que pour 1'activite cellulaire) est 
denature au bain-marie bouillant en presence de 15 ml de "bleu Laemli" (Laemmli, 
Nature Vol 227:680-685, 1970). Cette solution est deposee sur gel de polyacrylamide 
a 10% contenant 0,1% de SDS La migration se fait sur la nuit a 30 mV. Apres 
migration, les proteines sont transferees sur une membrane de nitrocellulose. La GAD 
est mise en evidence par immunorevelation. 

Les immunorevelations nous ont permis de caracteriser la GAD sur les 
membranes de western blot, sur les lignees cellulaires en culture, et sur les coupes de 
tissus apres transplantation. Elles ont ete realisees a partir d'un serum de lapin 
immunise par la GAD. Le serum a ete utilise dilue au 3000 e et incube sur la nuit a 4°C. 
L'anticorps primaire a ete revele par la peroxydase (Vectastain ABC kit, Vector 
Laboratories). Dans le cas des coupes de tissus obtenues apres transplantations, 
l'anticorps primaire a egalement ete revele par un anticorps secondare marque a la 
fluoresceine (FITC goat anti-rabbit, Nordic) 

25 

Exemple 11. Transfert in vivo du gene GAD67 par un retrovirus recombinant 

Les clones provenant des lignees cellulaires Hib5 et ST 14a et montrant une 
activite enzymatique ont ete transplants dans le striatum de rats de la souche 
30 Sprague-Dawley auparavant anesthesies par Tequitesine. 

7,5. 10 5 cellules reprises dans 3 ml de DMEM sans serum ont ete injectees en 3 
minutes par stereotaxic aux coordonnees suivantes: 

- anteriorite: +0,6 mm par rapport au bregma, 

- lateralite: +3 mm par rapport au bregma, 

35 - profondeur: -4,5 mm par rapport a la duremere. 



10 
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20 
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L'aiguille a ete laissee en place 3 minutes avant le retrait. 

Une a deux semaines apres transplantation, les animaux ont ete perfuses avec 
une solution de paraformaldehyde a 4% maintenue a 4°C et les cerveaux ont ete 
disseques et sectionnes au microtome a congelation (epaisseur de 40 mm). Une 
5 immunohistochimie a ete realisee. L'anticorps prim aire (anticorps polyclonal de lapin 
anti-GAD) a ete revele soit par tin anticorps secondaire couple a la peroxydase, soit 
par un anticorps secondaire fluorescent. Nous avons ainsi pu mettre en evidence un 
immunomarquage specifique de la GAD dans les greffes de cellules HiB5 et ST14a 
inf ectees par rapport aux greff ons provenant des cellules non inf ectees (figures 4 et 5) 
10 en figures 4A sont representes les cellules ST14a non inf ectees, en 4B figure clone 
HiB5 exprimant le transgene, en 5 A et 5B le clone ST14a exprimant le transgene. 
Dans 1'ensemble des figures 4 et 5, des fleches indiquent les cellules inf ectees 
exprimant le transgene. Les resultats demontrent que les clones infectes conservent 
une forte expression du transgene apres transplantation. 

15 

EXEMPLE 12 . LIBERATION DE GABA 77V VITRO 

La liberation de GABA par les clones HiB5-GAD et ST14a-GAD retenus 
pour la transplantion a ete etudiee in vitro. 

20 Pour cela, les clones ont ete cultives en plaque de 6 puits, puis rinces avec 

une solution de type "Hank's balanced salts" (HBSS, Gibco) avant d'etre incubes 
pendant quinze minutes dans le meme milieu. Apres incubation, le milieu a ete 
recolte, centrifuge pour eliminer les cellules, et analyse par HPLC. Les cellules ont 
egalement ete recoltees pour evaluer la concentration en proteines. LHPLC a ete 

25 realisee selon la methode decrite par Kehr et Ungerstedt (J. Neurochem. Vol51:1308- 
1310, 1988) et a permis de mettre en evidence une liberation importante de GABA 
par les cellules dans leur milieu de culture. Les resultats sont representes en figure 6. 
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REVENDICATIONS 

1 . Virus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN codant pour 
une proteine ayant une activite glutamate decarboxylase (GAD). 

2. Virus selon la revendication I caracterise en ce que la sequence d'ADN est 
5 une sequence d'ADNc. 

3. Virus selon la revendication 1 caracterise en ce que la sequence d'ADN est 
une sequence d'ADNg. 

4. Virus selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN code pour tout ou partie de la proteine GAD67 ou d'un derive de celle-ci. 

10 5. Virus selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la sequence 

d'ADN code pour tout ou partie de la proteine GAD65 ou d'un derive de celle-ci. 

6. Virus selon Tune des revendications 1 a 5 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est placee sous le controle de signaux permettant son expression dans les 
cellules nerveuses. 

1 5 7. Virus selon la revendication 6 caracterise en ce que les signaux 

d'expression sont choisis parmi les promoteurs viraux. 

8. Virus selon la revendication 7 caracterise en ce que les signaux 
d'expression sont choisis parmi les promoteurs El A, MLP, CMV et LTR-RSV. 

9. Virus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant pour 
20 une proteine ayant une activite glutamate decarboxylase (GAD) sous le controle du 

promoteur LTR-RSV. 

10. Virus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNg codant 
pour une proteine ayant une activite glutamate decarboxylase (GAD) sous le controle 
du promoteur LTR-RSV. 

25 11. Virus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN codant pour 

une proteine ayant une activite glutamate decarboxylase (GAD). sous le controle d'un 
promoteur permettant une expression majoritaire dans les cellules nerveuses. 
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12. Virus selon 1'une des revendications 1 a ll caracterise en ce qu'il est 
depourvu des regions de son genome qui sont necessaires a sa replication dans la 
cellule cible. 

13. Virus selon Tune des revendications 1 a 12 caracterise en ce qu'il s'agit 
5 d'un adenovirus. 

14. Virus selon la revendication 13 caracterise en ce qu'il sagit d'un 
adenovirus humain de type Ad 2 ou Ad 5 ou canin de type CAV-2. 

15. Virus selon Tune des revendications 1 a 12 caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un virus adeno-associe. 

10 16. Virus selon Tune des revendications 1 a 12 caracterise en ce qu'il s'agit 

d'un retrovirus. 

17. Virus selon la revendication 16 caracterise en ce qu'il s'agit d'un retrovirus 
de la famille MoMuLV. 

18. Virus selon 1'une des revendications 1 a 12 caracterise en ce qu'il s'agit 
1 5 d'un virus de l'herpes (HS V). 

19. Utilisation d'un virus selon 1'une des revendications 1 a 18 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la 
prevention des maladies neurodegeneratives. 

20. Utilisation selon la revendication 19 pour la preparation d'une 
20 composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention de la maladie 

de Parkinson, d' Alzheimer, de Huntington de l'epilepsie ou de 1'ALS. 

21. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs virus 
recombinants defectifs selon 1'une des revendications 1 a 18. 

22. Composition pharmaceutique selon la revendication 21 caracterisee en ce 
25 qu'elle est sous forme injectable. 

23. Composition pharmaceutique selon la revendication 21 ou 22 caracterisee 
en ce qu'elle comprend entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 a 10 10 pfu/ml 
adenovirus recombinants defectifs. 
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24. Cellule de mammifere infectee par un ou plusieurs virus recombinants 
defectifs selon 1'une des revendications 1 a 18. 

25. Cellule selon la revendication 24 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule humaine. 

5 26. Cellule selon la revendication 27 caracterisee en ce qu'il s'agit d ! une 

cellule humaine de type fibroblaste, myoblaste, hepatocyte, cellule endothelial, cellule 
gliale ou keratynocyte. 

27. Implant comprenant des cellules infectees selon les revendications 24 a 26 
et une matrice extracellulaire. 

10 28. Implant selon la revendication 27 caracterise en ce que la matrice 

extracellulaire comprend un compose gelifiant choisi de preference parmi le collagene, 
la gelatine, les glucosaminoglycans, la fibronectine et les lectines. 

29. Implant selon les revendications 27 ou 28 caracterise en ce que la matrice 
extracellulaire comprend egalernent un support permettant I'ancrage des cellules 

15 infectees. 

30. Implant selon la revendication 29 caracterise en ce que le support est 
constitue preferentiellement par des fibres de polytetrafluoroethylene. 



20 
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